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; METHOD AND DEVICE FOR SELECTING ACCELERATED PROLIFERATION OF LIVING CELLS IN SUSPENSION 



(57) Abstract 

The invention relates to a method and a device for selecting accelerated 
proliferation of living cells in suspension. The inventive culture apparatus (2) 
enables cells to proliferate in suspension over unlimited periods. Natural selection 
results in the accumulation of genetic variants which are increasingly better 
adapted to the chosen culture conditions. The organisms used can be prokaryotic 
or eukaryotic. The organisms used can be naturally occurring organisms or 
genetically modified. The inventive culture apparatus is also suitable for using 
constant, periodical or conditional culture conditions. The physical and chemical 
characteristics of the culture media used can be chosen by the user. The requirement 
that a population of cells proliferate exclusively in suspension in continuous culture 
conditions is satisfied by the periodical transfer of the organism suspension from 
a first culture vessel to a second culture vessel. After the transfer, the first culture 
vessel is subjected to a sterilising treatment and the sterilising agent is optionally 
neutralised, so that the first culture vessel is ready for the culture to be transferred 
back from the second culture vessel. The second culture vessel is then sterilised 
and neutralised. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Selektion beschleunigter Proliferation lebender Zellen 
Suspension. Die erfindungsgemaBe Kulturapparatur (2) ermoglicht die Proliferation von Zellen in Suspension Uber unbegrenzte Zeitraume. 
Durch die naturliche Selektion werden genetische Varianten angereichert, die zunehmend besser an die gewahlten Kulturbedingungen 




sind. Dabei konnen die verwendeten Organismen prokaryontisch oder eukaryontisch sein. Dariiber hinaus k6nnen die 
verwendeten Organismen natiirlich vorkommend oder genetisch verandert sein. Die erfindungsgemaBe Kulturapparatur ist ferner zur 
Verwendung konstanter, periodischer oder konditionaler Kulturbedingungen geeignet. Physikalische und chemische Charakteristika der 
benutzten Kulturmedien kSnnen vom Benutzer gewahlt werden. Die Anforderung, daS eine Population von Zellen unter kontinuierlichen 
Kulturbedingungen ausschlieBlich in Suspension profiliert, wird durch periodische Uberfuhrung der Organismensuspension aus einem 
ersten KulturgefaB in ein zweites KulturgefaB erfullt. Nach der Uberfuhrung wird das erste KulturgefaB einer sterilisierenden Behandlung 
unterzogen, das sterilisierende Agens gegebenenfalls neutralisiert, so daS dann das erste KulturgefaB fiir die Rtickuberfuhrung der Kultur 
aus dem zweiten KulturgefaB bereit ist. Anschliefiend kann das zweite KulturgefaB sterilisiert ' 
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Verfahren und Vorrichtung zur Selektion beschleunigter 
Proliferation lebender Zellen in Suspension 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren sowie eine 
Vorrichtung zur Selektion beschleunigter Proliferation le- 
bender Zellen in Suspension. 

Herkommlicherweise wird zwischen seriellen und kontinuierli- 
chen Kulturraethoden unterschieden. Bei der Technik der seriel- 
len Kultur werden Kulturgefalie mit sterilem Wachstumsmedium 
mit einer Fraktion einer Kultur beimpft, die unter den 
gleichen Wachstumsbedingungen angezogen wurde. Dieser Zyklus 
wird wiederholt, wenn die neue Kultur gewachsen ist (Lenski, 
R.E. und Travisano, M. (1994): Dynamics of adaption and 
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diversification: A 10, 000-generation experiment with bacterial 
populations. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 6808-6814) . Die in 
der Literatur beschriebenen Experimente zur Proliferation 
5 mikrobieller Organismen uber die langsten Zeitraume wurden mit 
dieser Methode durchgefiihrt (Lenski und Travisano, a.a.O.). 
Bei kontinuierlichen Kulturmethoden (Dijkuizen, D.E. (1993) : 
Chemostats used for studying natural selection and adaptive 
evolution. Meth. Enzymol. 224, 613-631), wird eine Kultur kon- 
10 tinuierlich nach einem vorgewahlten Regime mit frischem 
Wachstumsmedium verdiinnt. In der Literatur sind solche Experi- 
mente nur von begrenzter Dauer beschrieben (Dijkuizen, 
a.a.O. ) . 

15 

Die vorstehend beschriebenen herkommlichen Techniken haben 
insbesondere den Nachteil, dafi bisher kein Verfahren zur kon- 
tinuierlichen Kultur beschrieben wurde, das die permanente 
Proliferation von Organismen in Suspension gewahrleistet . Alle 

20 

beschriebenen Apparaturen selektionieren verdiinnungsresistente 
(statische) Varianten, welche innere Oberflachen der Apparatur 
besiedeln (Chao, L. and Ramsdell, G. (1985) : The effects of 
wall populations on coexistence of bacteria in the liquid 

25 phase of chemostat cultures. J. Gen. Microbiol. 131, 122 9- 
1236) . • Diese Varianten bilden eine Subpopulation, die den 
adaptiven Zwangen entkommt, die auf die Organismen in Suspen- 
sion wirken. Kontinuierliche Kulturen mit konstanter Zell- 

^ dichte, wie z.B. Turbidostat sind besonders anfallig fur eine 
Invasion durch verdiinnungsresistente Varianten und konnen nur 
uber relativ kurze Zeitraume (etwa 200 Generationen) durchge- 
fiihrt werden. Die Literatur beschreibt diese Schwierigkeiten, 
hat aber bisher nur untaugliche Losungsmoglichkeiten ange- 

35 boten. Aus diesem Grunde werden derartige Verfahren fur wis- 
senschaftliche und industrielle Ziele praktisch nicht ange- 
wendet, obwohl ihr Potential sehr friih erkannt wurde (Monod, 
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J. (1950) : La technique de la culture' continue. Theorie et 
applications. Ann. Inst. Pasteur 79, 390-410; Novick, A. and 
Szilard, L. (1950) : Description of the chemostat. Science 112, 
5 715-716) . Die serielle Kultur, die man mit der periodischen 
Erneuerung der Kulturapparatur - in diesem Fall eines ein- 
fachen Kulturgef aftes - beschreiben kann, vermeidet die Inva- 
sion mit solchen verdunnungsresistenten Varianten. Sie ist 
jedoch arbeitsaufwendig, d.h. personalintensiv und durch 

10 wiederholte Manipulation unter Bedingungen, die absolute Ste- 
rilitat erfordern, kontaminationsanf allig (Lenski und 
Travisano, a.a.O.). Robotisierung der seriellen Kultur in 
einer sterilen Umgebung kdnnte diese Risiken reduzierten. Sie 

15 wurde jedoch mit einem grolien Aufwand an Kulturgef alien erkauft 
und ware durch die Auf rechterhaltung der mechanischen 
Prazision des Roboters und die Auf rechterhaltung der sterilen 
Umgebung limitiert . 

20 

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein ver- 
bessertes Verfahren und eine verbesserte Vorrichtung zur Se- 
lektion bes'chleunigter Proliferation lebender Zellen in Sus- 
pension zur Verfugung zu stellen. Diese Aufgabe wird mit den 
25 Merkmalen der Patentanspruche gelost. 

Dabei geht die Erfindung von den Grundgedanken aus, daft die 
Vorrichtung eine Suspension von Zellen dauernd in Prolifera- 
tion halt. In keinem Teil der Apparatur darf eine verdun- 
nungsresistente Variante akkumulieren . Ihre Funktion wird 
durch die Steuerung von Flussigkeitsstromen (Fluidics) gewahr- 
leistet. Unter der Voraussetzung, daft die regelmafiige 
Nachlief erung von Flussigkeiten, wie z.B. Nahrmedien und 
35 Waschlosungen, und eine kontinuierliche Versorgung mit ste- 
rilen Gasen, wie z.B. Luft gewahrleistet wird, mull die Appa- 
ratur uber unbegrenzte Zeitdauer autonom arbeiten. Verschie- 
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1 dene Kulturregime, wie z.B. Chemostat oder Turbidostat, konnen 
angewendet werden. Bei Bedarf konnen bestimmte Bestandteile 
von Zellen durch die Wirkung geeigneter Losungen abgetrennt 

5 oder isoliert werden. Bei Bedarf konnen mehrere der Appara- 
turen so miteinander verbunden werden, dafi der Inhalt oder ein 
Teil des Inhalts einer Apparatur in eine andere uberfuhrt wer- 
den kann. 

10 Konkret wird die Anforderung, dafi eine Population von Zellen 
unter kontinuierlichen Kulturbedingungen ausschlieillich in 
Suspension profiliert, durch vorzugsweise periodische Uber- 
fuhrung der Organismensuspension aus einem ersten KulturgefaJi 

15 in ein zweites Kulturgefafl erfiillt. Nach der Oberfiihrung wird 
das erste Kulturgefafl einer sterilisierenden Behandlung unter- 
zogen, das sterilisierende Agens gegebenenf alls neutralisiert , 
und das erste Kulturgef afl ist dann wiederum bereit fur die 
Ruckiiberfuhrung der Kultur aus dem zweiten KulturgefaJi, das 

20 

anschlielbend der Sterilisation und Neutralisation unterzogen 
wird. Dieser Ablauf stellt dabei sicher, daft (i) die Popula- 
tion von Organismen in Suspension zu jedem Zeitpunkt erhalten 
bleibt und (ii) alle verdtinnungsresistenten Varianten in ir- 
25 gend einem Teil der Apparatur wahrend jedem der Zyklen zer- 
stort werden. 

Das Verfahren der alternierenden Sterilisierung der Kulturge- 
falie selektioniert vorzugsweise direkt und regelmaMg gegen 

30 

variante Organismen, die Oberflachen in der Apparatur besie- 
deln und verhindert die Proliferation und Adaption einer sta- 
tischen, verdiinnungsresistenten Population. Jede Vorrichtung 
zur kontinuierlichen Kultur von Organismen kann als Apparatur 
35 betrachtet werden, in der die naturliche Selektion Mutanten 
bevorzugt, die der Verdunnung widerstehen. Das beschriebene 
Verfahren bietet der kultivierten Population als einzige 
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Moglichkeit durch eine Erhohung der Prolif erationsrate in Sus- 
pension der Verdiinnung zu widerstehen. Im Unterschied zu einem 
Fermentationsverfahren beschreibt die Erfindung ein Verfahren 
der automatisierten Genetik, das gleichzeitig statische Vari- 
anten gegenselektioniert . und dynamische Varianten bevorzugt, 
die immer besser an die Kulturbedingungen angepafit sind. 

Somit hat die vorliegende Erfindung gegenuber dem Stand der 
Technik insbesondere den Vorteil, daft ein Regime konstanter 
Zelldichte (Turbidostat) uber unbegrenzte Zeitraume auf- 
rechterhalten werden kann und daft die Wachstumsrate naturlich 
vorkommender oder gentechnisch veranderter Zellen erhoht wer- 
den kann. Ein Beispiel fiir industrielle Anwendungen ist die 
Anreicherung natiirlicher Varianten, die ein chemisches Produkt 
(wie z.B. ein Zwischenprodukt chemischer Synthese oder ein Um- 
weltgift) metabolisieren kSnnen. Ein weiterer Fall ware die 
Verbesserung eines Enzyms oder eines Stof fwechselweges : wenn 
die Umwandlung eines Substrats in ein Produkt der limitierende 
Schritt im Stoffwechsel einer Zelle ist und die Zelle mit die- 
sem Substrat im Oberschuft versorgt werden kann, so wird die 
kontinuierliche Kultur unter den beschriebenen Bedingungen zu 
einer Zunahme der Wachstumsrate fuhren, die aus einer erhohten 
Umsatzrate des Substrats resultiert, und diese erhohte Um- 
satzrate resultiert aus der Fixierung von auf einanderf olgenden 
Mutationen in dem Gen oder den Genen fiir die Enzyme, die fiir 
den zu leistenden Umsatz des Substrats der Selektion unter- 
liegen. 

Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, daii 
mehrere verschiedene Wachstumsmedien der Organismensuspension 
durch die Apparatur zugefiihrt werden konnen. Dies erlaubt, 
vielfache oder alternierende Adaption durchzuf uhren und die 
metabolische Kapazitat der kultivierten Organismen zu diversi- 



WO 00/34433 



PCT/EP99/09422 



30 



fizieren. Eine vorgewahlte Zelldichte kann von anderen Vari- 
ablen als der Zufuhr frischen Mediums abhangig gemacht werden. 
Das Erreichen dieser Dichte kann die Wirkung chemischer und 
physikalischer Agenzien konditionieren, deren Toxizitat derart 
eingestellt ist, daft die Population der Organismen standig an 
ihrer Toleranzgrenze ist oder daB zunehmend resistente Varian- 
ten selektioniert werden. Zudem konnen durch die Zufuhr von 
Detergenzien oder Losungsmitteln bestimmte Bestandteile von 
Zellen extrahiert werden. Insbesondere konnen genetisches Ma- 
terial wie Plasmide oder Viren automatisch extrahiert werden, 
wobei die Wirtszellen zerstort werden. Auf der anderen Seite 
konnen bestimmte Agenzien zugefuhrt werden, die die Zellen 
kompetent fur genetische Transformation oder Infektion mit 
natiirlichen oder synthetisch hergestellten Nucleinsauren ma- 
chen. Dieses genetische Material kann dann in die Population 
eingefiihrt werden. Ganz allgemein konnen zwei oder mehrere Ap- 
paraturen miteinander verbunden werden. Damit konnen verschie- 
dene Organismen automatisch in Kontakt gebracht werden und es 
konnen automatisch verschiedenste genetische Materialien, wie 
z.B. konjugative Episomen, Phagen, Transposons, usw. einge- 
fiihrt werden. 

Die vorliegende Erfindung wird im folgenden anhand einer 
bevorzugten Ausfiihrungsf orm beispielhaft unter Bezugnahme auf 
die Zeichnungen beschrieben. Darin zeigen: 

Fig. 1 eine erf indungsgemaBe Vorrichtung zur Selektion 
beschleunigter Proliferation lebender Zellen in Sus- 
pension in einer Ausgangsposition, in der sich die 
Zellsuspensionen in einem ersten Kulturgefaft befin- 
det; 

Fig. 2 die Vorrichtung von Fig. 1, bei der sich die Zell- 
suspension in einem zweiten Kulturgefafi befindet; 



WO 00/34433 



7 



PCT/EP99/09422 



1 Fig. 3 die Vorrichtung von Fig. 2, wobei das erste Kultur- 
gefaJJ ein sterilisierendes Agens aufweist; 
Fig. 4 die Sterilisierung einzelner Leitungsabschnitte; 
5 Fig. 5 die Vorrichtung beim Entfernen des sterilisierenden 
Agens aus dem ersten KulturgefaJi sowie den dazugeho- 
rigen Leitungsabschnitten; 
Fig. 6-8 Schritte zur Entfernung und Neutralisierung von 
Resten des sterilisierenden Agens aus dem ersten 
10 Kulturgefafi und den dazugehorigen Leitungsabschnit- 

ten mit einer Waschlosung; 
Fig. 9 die Vorrichtung von Fig. 3, bei der das erste Kul- 
turgefaJi und die dazugehorigen Leitungsabschnitte 
15 sterilisiert und neutralisiert sind; und 

Fig. 10-16 die entsprechend umgekehrte Vorgehensweise zur uber- 
fuhrung der Kultur aus dem zweiten Kulturgefafi in 
das erste KulturgefaJi. 

20 

Die in den Figuren 1 bis 16 dargestellte Vorrichtung zur Se- 
lektion beschleunigter Proliferation lebender Zellen in Sus- 
pension kann auch als Kulturapparatur 2 bezeichnet werden. Die 
Kulturapparatur 2 ermoglicht die Proliferation von Zellen in 

25 Suspension iiber unbegrenzte Zeitraume. Durch die natiirliche 
Selektion werden genet ische Varianten angereichert , die 
zunehmend besser an die gewahlten Kulturbedingungen angepalit 
sind. Die verwendeten Organismen konnen prokaryontisch oder 
eukaryontisch sein. Ferner konnen die verwendeten Organismen 
naturlich vorkommend oder genetisch verandert sein. Konstante 
(Kubitschek, H.E. (1970) : Introduction to research with 
continuous cultures. Prentice-Hall; Pirt, S.J. (1975): 
Principles of microbe and cell cultivation. Blackwell) , peri- 

35 odische (Pirt, a.a.O.) oder konditionale (Bryson, V. (1952): 
The turbidostatic selector - a device for automated isolation 
of bacterial variants. Science 116, 48-51; Fraleigh, S.P., 
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Bungay, H.R. and Clesceri, L.S. (1989)': Continuous culture, 
feedback and auxostats. TIBTech. 7, 159-164) Kulturbedingungen 
konnen verwendet werden. Physikalische und chemische 
Charakteristika der benutzten Kulturmedien konnen vom Benutzer 
gewahlt werden. 

Der Aufbau und das Funktionsschema der Kulturapparatur 2 wird 
nachstehend anhand der Figuren 1 bis 16 beschrieben. Die Kul- 
turapparatur 2 weist im wesentlichen ein erstes Kulturgefali 4 
und ein zweites Kulturgefali 6 auf. Die beiden Kulturgef alie 4 
und 6 sind iiber Leitungen 8 bzw. 10, die vorzugsweise in den 
unteren Bereich der Kulturgef alie 4 bzw. 6 munden, mit einer 
unter Uberdruck stehenden Gasversorgung 12 verbunden. Des 
weiteren sind die Kulturgef alie 4 und 6 iiber Leitungen 14 und 
16 jeweils mit einer ebenfalls unter Oberdruck stehenden Medi- 
umsquelle 18 verbunden. Die Leitungen 14 und 16 munden vor- 
zugsweise von der Mediumsquelle 18 kommend jeweils in die Lei- 
tungen 8 bzw. 10 zur Verbindung der Gasversorgung 12 mit den 
beiden Kulturgef alien 4 bzw. 6. Daruber hinaus ist eine unter 
Oberdruck stehende Quelle 20 fur ein sterilisierendes Agens 21 
(z.B. NaOH) vorgesehen, die mittels Leitungen 22 und 24 mit 
den jeweiligen Kulturgef alien 4 bzw. 6 in Verbindung steht. 
Vorzugsweise munden die Leitungen 22 und 24 in die Leitungen 8 
und 10, wie vorstehend fur die Leitungen 14 und 16 beschrie- 
ben. 

An den Kulturgef alien 4 und 6 ist ferner jeweils eine Ablalilei- 
tung 26 bzw. 28 vorgesehen, um uberschussiges sterilisierendes 
Agens 21 bzw. Waschlosungen 19 wahrend der Sterilisation und 
Neutralisation des jeweiligen Kulturgef alies 4 oder 6 
abzufuhren. Des weiteren sind Verbindungs leitungen 30, 31, 32 
und 33 zwischen den beiden Kulturgef alien 4 und 6 vorgesehen, 
um die beiden Kulturgef alie 4 und 6 miteinander in Verbindung 
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zu bringen. Vorzugsweise weisen mindestens zwei der Ver- 
bindungsleitungen einen gemeinsamen Abschnitt 34 und 35 auf, 
an dem eine Ablalileitung 36 vorgesehen ist, die der voll- 
standigen Entleerung eines der beiden Kulturgef aiie 4 oder 6 
Oder der Entnahme der Kultur 38 oder eines Teils davon dient. 

Zur Steuerung des erf indungsgemaiien Verfahrens zur Selektion 
beschleunigter Proliferation lebender Zellen in Suspension 
sind ferner in den Leitungen oder Leitungsabschnitten 14, 16, 
22 24 30, 31, 32, 33, 34, 35 und 36 Ventile (schematisch 
dargestellt) vorgesehen. Die Ventile kbnnen beispielsweise 
mechanisch betatigt werden oder aber vorzugsweise unter Ver- 
wendung einer nicht dargestellten Steuereinrichtung elektrisch 
bzw. elektronisch vorzugsweise automatisch angesteuert werden. 

Im folgenden wird anhand der Figuren 1 bis 16 das Funk- 
tionsschema des erf indungsgemafien Verfahrens mit der vorste- 
hend beschriebenen Kulturapparatur 2 naher erlautert. Dazu ist 
anzumerken, dali abgesperrte Leitungsabschnitte diinn und 
durchstrbmte bzw. durchstrombare Leitungsabschnitte oder Lei- 
tungen dick eingezeichnet sind. Die Ventile sind lediglich 
schematisch dargestellt, so dali aufgrund ihrer Darstel- 
lungsform kein Ruckschluli auf die verwendete Ventilart gemacht 
werden sollte. Ebenso ist der Leitungsplan sowie die Ventil- 
anordnung lediglich schematisch. Geeignete Ventile sowie die 
bestmogliche Leitungsf iihrung sowie Ventilanordnung konnen je 
nach Anwendungsfall variieren. 

Die Figuren 1 bis 16 stellen die wichtigsten auf einanderf ol- 
genden Etappen im Kultivierungs/Sterilisierungszyklus dar. 
Gemali Fig. 1 befindet sich die Zellsuspension unter vor- 
gewahltem Kulturregime (Chemostat, Turbidostat) im ersten Kul- 
turgefaii 4. Die Ventile sind dabei so angesteuert, dali das er- 
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1 ste Kulturgefali 4 sowohl mit der Gasversorgung 12 wie auch mit 
der Mediumsquelle 18 in Verbindung steht, urn der Kultur 38 re- 
gelmaliig Flussigkeiten, wie z.B. Nahrmedien und Waschlosungen 

5 nachzuliefern und eine kontinuierliche Versorgung mit sterilen 
Gasen, wie z.B. Luft, zu . gewahrleisten. Die Verbindung des er- 
sten Kulturgefalies 4 zur Quelle 20 fur das sterilisierende 
Agens 21 ist durch das entsprechende Ventil unterbrochen . Das 
zweite Kulturgefali 6 hat eine Verbindung zur Gasquelle 12. 
10 Durch die Leitung 36 kann die Kultur 38 Oder Teile davon ent- 
nommen werden. 

Entsprechend Fig. 2 ist die Kultur 38 iiber die Leitungen 32, 
15 34, 35 und 33 in das zweite Kulturgefali 6 iiberfiihrt worden, 
wobei das Offnen der Leitung 28 einen Druckausgleich gewahr- 
leistet. Alle von der Mediumsquelle 18 und der Quelle 20 des 
sterilisierenden Agens zu den Kulturgef alien 4 und 6 fuhrenden 
Leitungen sind abgesperrt. 

20 

In der in Fig. 3 dargestellten Situation ist nach Absperren 
der Leitungen 32, 34, 35 und 33 und Offnen der Leitungen 22 
und 2 6 das erste Kulturgefali 4 mit sterilisierendem Agens 21 

25 gefullt worden; ein Oberschuii an sterilisierendem Agens 21 
wird iiber die Ablafileitung 26 abgefuhrt. Die Kultur 38 im 
zweiten Kulturgefali 6 kann nach Herstellung der Verbindung 16 
zwischen der Mediumsquelle 18 und dem Kulturgefali 6 sowie Ab- 

3Q sperren der Leitung 28 und Offnen der Leitungsabschnitte 31, 
33, 35 und 36 wieder regelmaiiig mit Medium versorgt werden. 

Fig. 4 zeigt die Sterilisierung der Leitungen 30, 34 und 36 
durch sterilisierendes Agens 21 nach Offnen der entsprechenden 
35 Leitungsabschnitte und Schliefien der AblaJileitung 26. 
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1 Das sterilisierende Agens 21 wird nun gemali Fig. 5 nach Ab- 
sperren der Leitungen 22, 26 und 30 sowie Offnen der Leitung 
32 aus dem ersten KulturgefaJi 4 entfernt. 

5 

Die Figuren 6 bis 8 zeigen vorzugsweise optionale Schritte zur 
Entfernung und Neutralisierung von eventuell verbliebenen 
Resten des sterilisierenden Agens 21 aus dem ersten Kulturge- 
faJi 4 und den dazugehorigen Leitungsabschnitten durch frisches 
10 Medium: 

In Fig. 6 wird das erste Kulturgef aft 4 nach SchlieJien der Lei- 
tungen 32 und 36 und Offnen der Leitung 26 durch Offnen der 
15 Leitung 14 mit Medium gefiillt, uberschussiges Medium wird 
durch die AblaJileitung 26 abgefuhrt. Analog der Situation in 
Fig. 4 werden nun die Leitungen 30, 34 und 36 mit Medium 
durchspult (Fig. 7), um dann das Medium analog der Situation 
in Fig. 5 aus dem KulturgefaJi zu entfernen (Fig. 8) . 

20 

Nach dem Offnen der Leitung 26 und SchlieJien der Leitungen 32 
und 34 des Kulturgef alies 4 ergibt sich eine Situation, die der 
in Fig. 1 dargestellten spiegelsymmetrisch ist, wobei sich die 
25 Zellsuspension nun im zweiten KulturgefaJi 6 befindet. Durch 
die Leitung 36 kann die Kultur 38 oder Teile davon entnommen 
werden. 

3Q Die Figuren 10 bis 16 stellen die entsprechenden symmetrischen 
Schritte dar, um zur Ausgangssituation in Fig. 1 zuriickzu- 
kehren, namlich: Fig. 10, Uberfiihrung der Kultur 38 aus dem 
zweiten KulturgefaJi 6 in das erste KulturgefaJi 4; Fig. 11, 
Sterilisieren des zweiten Kulturgef a Jies 6 mit sterilisierendem 

35 Agens 21; Fig. 12, Sterilisieren der Leitungsabschnitte 31, 35 
und 3 6; Fig. 13, Entfernen des sterilisierenden Agens 21 iiber 
die Leitungsabschnitte 33, 35 und 36; Fig. 14, Waschen des 
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KulturgefSfl.es 6 und der Ablalileitung 2 8 mit frischem Medium; 
Fig. 15, Waschen der Leitungen 31, 35 und 36 durch frisches 
Medium und Fig. 16, Entfernen des zum Waschen verwendeten Me- 
diums tiber die Leitungen 33, 35 und 36. Offnen der Leitung 14 
zum Kulturgefali 4, Offnen der Leitungen 30 und 34 und 
Schlieiien der Leitungen 26 sowie Offnen der Leitung 28 und 
Schlieiien der Leitungsabschnitte 33 und 35 stellt die Aus- 
gangssituation von Fig. 1 wieder her. 

Anzumerken ist, dali zu jedem Zeitpunkt des vorstehend 
beschriebenen Verfahrens, zu dem die Ablalileitung 36 nicht von 
sterilisierendem Agens durchstromt wird, ein Abfuhren der Kul- 
tur 38 durch den jeweiligen Verbindungsabschnitt und die 
Ablalileitung 36 gewahrleistet ist. 

Des weiteren ist die vorliegende Erfindung nicht auf die Ver- 
wendung zweier Kulturgef alie 4 und 6 beschrankt, sondern es 
kSnnen auch mehrere Kulturgef alie, z.B. in Serienschaltung 
und/oder in Parallelschaltung angeordnet sein, so dali mehrere 
erste Kulturgef alie 4i und mehrere zweite Kulturgef alie 6i 
vorhanden sind. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
ware es moglich, aulier dem ersten und zweiten Kulturgefali 
mindestens ein weiteres 'Kulturgef aJi vorzusehen, urn z.B. ein 
bereits verwendetes sterilisierendes Agens 21, das jedoch 
nochmals verwendet werden konnte, zwischenzuspeichern. Auch 
fur etwaige Zwischenschritte ware es denkbar, ein weiteres 
Kulturgefali vorzusehen. 
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Patentanspruche 

Vorrichtung zur Selektion beschleunigter Proliferation le- 
bender Zellen in Suspension mit: 

(a) mindestens einem ersten und mindestens einem zweiten 
Kulturgefali (4, 6) zur Aufnahme einer Kultur (38); 

(b) einer Gasquelle (12); 

(c) einer Mediumsquelle (18); 

(d) einer Quelle (20) fur ein sterilisierendes Agens (21); 
und 

(e) einem Leitungssystem mit Mitteln zum wahlweisen Ver- 
binden eines der beiden Kulturgef afte (4 oder 6) mit 
der Mediumsquelle (18) sowie der beiden Kulturgef afte 
(4, 6) miteinander und zum wahlweisen Verbinden des 
entsprechend anderen Kulturgef aftes (4 oder 6) mit der 
Quelle (20) fur das sterilisierende Agens (21) . 

Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Mittel zum wahl- 
weisen Verbinden Ventile sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, wobei zwischen den 
beiden Kulturgef alien (4, 6) zwei Verbindungsleitungen (30, 
32) vorgesehen sind, die einen gemeinsamen Leitungsab- 
schnitt (34) aufweisen. 

Vorrichtung nach Anspruch 3, wobei am gemeinsamen Lei- 
tungsabschnitt (34) eine Ablaftleitung (36) vorgesehen ist, 
durch die Kulturen (38) aus den Kulturgef alien (4, 6) ent- 
nehmbar sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 3 oder 4, wobei eine der Ver- 
bindungsleitungen (32) an einem unteren Bereich der Kul- 
turgef aBe (4, 6) und die andere der Verbindungsleitungen 
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(30) an einem oberen Bereich der Kulturgef aBe (4, 6) 
angeschlossen ist. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei Lei- 
tungen (14, 16) von der Mediumsquelle (18) und/oder Lei- 
tungen (22, 24) von der Quelle (20) fur das sterilisie- 
rende Agens (21) in jeweils eine dem jeweiligen Kulturge- 
fali (4, 6) zugeordnete, von der Gasquelle (12) kommende 
Leitung (8, 10) miinden. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die 
Leitungen des Leitungssystems, die mit der Gasquelle (12), 
der Mediumsquelle (18) und/oder der Quelle (20) in Ver- 
bindung stehen, unter (iberdruck stehen. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei eine 
eigene, absperrbare AblaUleitung (26, 28) fur jedes der 
Kulturgef ai5e (4, 6) vorgesehen ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, wobei die AblaJileitungen (26, 
28) aus dem oberen Bereich der Kulturgefafte (4, 6) munden 
und/oder von der Verbindungsleitung (30) abzweigen. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei die 
Mittel zum Verbinden der Leitungen des Leitungssystems 
elektrisch und/oder elektronisch ansteuerbar sind. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 10, wobei 
mehrere erste Kulturgef aile (4i) und/oder mehrere zweite 
Kulturgef alie (6i) in Parallelschaltung vorgesehen sind. 

12. Verfahren zur Selektion beschleunigter Proliferation le- 
bender Zellen in Suspension mit den Schritten: 
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(a) Bereitstellen einer Kultur (38) in mindestens einem 
erst en Kulturgefali (4); 

(b) kontinuierliches Versorgen der Kultur (38) im ersten 
Kulturgefali (4) mit Gas von einer Gasquelle (12) und 
regelmaliiges Nachliefern von Fliissigkeiten von einer 
Mediumsquelle (18); 

(c) Oberfuhren der Kultur (38) aus dem ersten Kulturgefali 
(4) durch Verbindungsleitungen (32 - 35) in mindestens 
ein zweites KulturgefaJi (6) mittels entsprechender 
Leitungsschaltung; 

(d) Verbinden des ersten Kulturgefalies (4) mit einer 
Quelle (20) fur ein sterilisierendes Agens (21), urn 
das erste Kulturgefali (4) zu sterilisieren; 

(e) Entfernen des sterilisierenden Agens (21) aus dem er- 
sten Kulturgefali (4) ; 

(f) kontinuierliches Versorgen der Kultur (38) im zweiten 
Kulturgefali (6) mit Gas von der Gasquelle (12) und re- 
gelmaliiges Nachliefern von Fltissigkeiten von der Medi- 
umsquelle (18) ; 

(g) Riickfiihren der Kultur (38) aus dem zweiten Kulturgefali 
(6) durch die Verbindungsleitungen (32 - 35) in das 
erste Kulturgefali (4) mittels entsprechender Lei- 

• tungsschaltung; 

(h) Verbinden des zweiten Kulturgefafies (6) mit der Quelle 
(20) fur das sterilisierende Agens (21), urn das zweite 
Kulturgefali (6) zu sterilisieren; 

(i) Entfernen des sterilisierenden Agens (21) aus dem 
zweiten Kulturgefali (6); 

(j) gegebenenfalls Wiederholen der Schritte (b) bis (h) . 

. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die dem jeweiligen Kul- 
turgefali (4, 6) zugeordneten Leitungsabschnitte durch ent- 
sprechende Leitungsschaltung sterilisiert werden. 
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14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei Reste des ste- 
rilisierenden Agens (21) in den Leitungsabschnitten oder 
dem Kulturgefafi (4, 6) nach der Sterilisation neutra- 
lisiert werden. 



15. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 14, wobei zu 
jedem Zeitpunkt, zu dem kein sterilisierendes Agens (21) 
abgefuhrt wird, Kulturen (38) aus der Kulturapparatur (2) 
abgefuhrt werden konnen. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 15, wobei die 
Uberfiihrung der Kulturen (38) von einem KulturgefaB (4 
oder 6) in das andere KulturgefaB (4 oder 6) periodisch 
erfolgt. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 15, wobei das 
Uberfuhren der Kulturen (38) von einem KulturgefaB (4 oder 
6) in das andere KulturgefaB (4 oder 6) in solchen Inter- 
vallen erfolgt, daB die Population von Organismen in Sus- 
pension zu jedem Zeitpunkt erhalten bleibt und alle 
verdunnungsresistenten Varianten in irgendeinem Teil der 
Apparatur wahrend jedem dieser Zyklen zerstort werden. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 17, wobei die 
Leitungsschaltung durch Ventile erfolgt. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 18, wobei die 
Leitungsschaltung durch elektrisch und/oder elektronisch 
ansteuerbare Verbindungsmittel erfolgt, die mit einer 
Steuereinrichtung in Verbindung stehen. . 
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20. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 19, wobei die 
der Kultur (38) zugefiihrte Fliissigkeit Nahrmedien und/oder 
Waschlosungen aufweist. 

5 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 20, wobei das 
Entfernen des sterilisierenden Agens (21) zumindest teil- 
weise durch den Kulturgef alien (4, 6) zugeordnete Ablalilei- 
tungen (2 6, 28) erfolgt. 

10 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 21, wobei minde- 
stens zwei der Schritte (b) bis (h) zeitiiberlappend oder 
zeitgleich durchgefuhrt werden. 

15 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 22, wobei die 
Sterilisierung durch NaOH erfolgt. 

20 
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